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【方法】大腿骨頚部骨折 (非 OA群) と変形性股関節症 (OA群) に対する手術で摘出
した骨頭から軟骨片を採取し，軟骨細胞から total RNAを抽出した．RNAの質的基準
を満たす検体 (非 OA 群 8 例，OA 群 12 例) を 3D-Gene マイクロアレイ (TORAY) 







未知の OA関連遺伝子候補を検証した．  
【結果】マイクロアレイで解析した全 24,460遺伝子のうち，OA群で有意に発現が
上昇したものは 888遺伝子，低下したものは 732 遺伝子であった．転写因子につい
ては，18遺伝子で発現上昇がみられ，8遺伝子で発現が低下していた．転写因子の













の股関節 OA は，一次性 OA が主体である一方，日本人では，股関節 OA の約 80－










数少ない研究である．今回の解析で，股関節 OA の原因となりうる 18 の転写因子遺
伝子を同定した．また，過去に OA関連遺伝子の候補として報告されている遺伝子と




















変形性関節症 (Osteoarthritis; OA) は関節軟骨や軟骨下骨，滑膜など関節の構造に
おける不可逆的な退行性変化を特徴とする骨関節疾患であり 1, 2)，中高年の多くが罹




障をきたす 3, 4)．OAの罹患率は世界的には約 10～15 ％程度であり，米国では 2700 万
人，英国では 850 万人もの患者が OA による症状や活動制限を強いられている 5, 6)． 
































































































ヒト軟骨切片は，大腿骨頚部内側骨折 (fracture of neck of femur; #NOF) に対する
人工骨頭置換術で摘出した大腿骨頭 8 個(非 OA 群) と変形性股関節症に対する人工
股関節全置換術で摘出した大腿骨頭 12 個 (OA群) から，手術後 6時間以内に採取し
た．ヒト由来検体は，東北大学医学部の倫理審査委員会の承認に基づき，事前にイン
フォームドコンセントが得られた患者から採取した．単純 X 線評価は日本整形外科
学会変形性股関節症病期分類 (表 1) に準じ行った．非 OA 群は変形所見のない症例 
(stage 0) を対象とし，OA群は stage 4 の末期股関節 OA症例を対象とした．大腿骨頭
壊死症，外傷後，炎症性疾患に伴う二次性 OA，および悪性腫瘍の既往者は除外した．  
 
 
4.2. 軟骨細胞からの RNA抽出 
軟骨細胞は，摘出した骨頭を PBS で洗浄後，非荷重部の軟骨を無菌的に採取し
た．各群の代表症例の骨頭所見を図１に示す．非 OA検体は，軟骨表面に肉眼的な不
整のない＃NOF 症例の骨頭非荷重部の深層から採取した (図 1 白矢印)．OA 検体は，
軟骨下骨が露出した荷重部領域(図 1＊)の周囲に残存した軟骨 (図 1 黒矢印) を採取
した．軟骨基質の分解を効率的にするために，より細かな軟骨片を採取する工夫とし
て，骨頭軟骨にメスで細かなスリット状の切り込みを加えた後に軟骨片を薄く削り取
った．採取した軟骨片をさらにメスで細切した後，50～100 mg を 5 ml micro-centrifuge 
tube内に入れ，QIAzol® Lysis Reagent 1.5 mlを加え， 破砕装置である TissueRuptor TM 
(Qiagen, Crawley, UK) を用い，35,000 rpmで十分に破砕処理を行った．得られた懸濁
液を氷上に 5分間静置後， 12,000 g，4 °Cで 5分間の遠心操作を行った．下層の沈殿
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物が混入しないように注意しながらピペッティング操作にて上層液 1 ml を採取し，
RNA抽出に用いた．タンパク分離にはクロロホルム法を用い，上層液 1 mlに対しク
ロロホルム 600 μlを加え，RNA抽出は RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit（Qiagen, Crawley, 
UK）のプロトコールに準じて行った．軟骨片採取後は，操作中の RNA分解を極力抑
えるために，可能な限り氷冷下で操作を行った． 
Total RNAは NanoDropTM Lite (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA) を用い
て濃度と吸光度（OD260/280 比）を測定し，RNAの総量が 0.5 μg以上かつ濃度が 0.5 
μg/μl 以上，OD 比が 1.8～2.0 の範囲内にあるものをマイクロアレイの解析に使用し，
解析までの待機期間は -80℃にて冷凍保存した．  RNA の品質は Agilent 2100 
Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) を用いて RNA integrity number 





関節軟骨から抽出した total RNAのうち，RIN ≥ 6.5の抽出基準を満たした検体を
マイクロアレイ解析対象とした．解析は，3D-Gene Human Oligo Chip 25k (Toray 
Industries Inc., Tokyo, Japan) を使用し，標識 RNA は TORAY 社のプロトコール 
(www.3d-gene.com) に準じて調整した．蛍光シグナルを 3D-Gene Scanner (Toray 
Industries Inc., Tokyo, Japan) により読み取り，3D-Gene Extraction software (Toray 





(1) 各群の発現遺伝子平均値の 2 群間比較にて，非 OA 群に対する OA 群の遺伝
子発現比 (fold change; FC) が 0.5以下または 2以上． 
(2) 非 OA群 (8検体) と OA群 (12検体) の総当り比較 (計 96 通り) において，




4.4. 定量的ポリメラーゼ連鎖反応 (Quantitative real time polymerase chain reaction; qRT-
PCR)による遺伝子発現の確認 
マイクロアレイの遺伝子発現結果の裏付けを行うため，qRT-PCRによる発現を確
認した．マイクロアレイ対象検体とは異なる 12 検体 (非 OA 6 検体，OA 群 6 検体) 
(表 2) から抽出した total RNAを用いた． 
Total RNAは High Capacity Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems, CA, USA) 
を用い，逆転写操作を行い相補的 DNA (complemental DNA; cDNA)を作成した．1検体
当たり，10x RT Buffer 2.0 μl，25x dNTP Mix (100 mM) 0.8 μl，10x RT Random Primers 
2.0 μl，MultiScribe Reverse Transcriptase 1.0 μl，Nuclease-free H2O 4.2 μlの混合液を氷上
で調整した．Total RNA 10 μlを加え，GeneAmp® PCR System 9700（Applied Biosystems, 
CA, USA）を使用し 25 ℃ 10 分，37 ℃ 120 分，85 ℃ 5 分で逆転写反応を行った． 
cDNAは 4 ℃で冷凍保存した． 
マイクロアレイの結果から，非 OA 群に対する OA 群の発現比 FC が 10 以上か
つ遺伝子発現シグナルが 1000 以上の基準を満たした遺伝子を選定し， qRT-PCRにて
遺伝子発現の確認を行った．伝子発現の相対的定量は，TaqMan® Gene expression assays 
(Applied Biosystems, CA, USA) を使用し duplicateで反応を行い，Applied Biosystems® 
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StepOnePlusTM Real-time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA) を用いて定量した．
反応は cDNA 1 μl，TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA)  
10 μl，5 μM の TaqMan® probeおよび 18 μM の forward primer，reverse primer 混合液 
1 μl，nuclease free water 8 μlを調整し，計 20 μlを 1反応として 96 well plate 上で反応
させた．PCR 反応条件は 95 ℃ 10 分，その後 95 ℃ 15 秒，60 ℃ 60 秒の 2 サイク
ル増幅を 40 サイクル行った．内部対照遺伝子としては glyceraldehyde-3-phosphate 





行われた同様の研究報告との比較を行った．Xu ら 17)は，＃NOF（非 OA） 10患者















ターロイキン(interleukin; IL)-βや腫瘍壊死因子(tumor necrosis factor; TNF )α等の炎症
性サイトカイン，また炎症を惹起するマトリックスメタロプロテアーゼ(matrix 





軟骨細胞を培養し，IL1B と TNFαを作用させ， 欧米で行われている報告と同様の
結果が得られるかについて検証を行った． 
マイクロアレイに使用する＃NOF の大腿骨頭 6個 (手術時年齢 65-87歳，平均
76歳，男性 3名，女性 3名) から軟骨片を採取し，10 %トリプシン（Thermo Fisher 
Scientific Inc.，Massachusetts，USA）PBS 溶液に 30 分，1 mg/mlヒアルロニダーゼ
（Sigma-Aldrich，Gillngham，UK）PBS 溶液に 15 分，その後 10 mg/mlコラゲナーゼ
B（Roche，Lewes，UK）α-MEM（Thermo Fisher Scientific Inc.，Massachusetts，USA）
溶液に 12-15時間，37 ℃で振盪し軟骨細胞を分離した．分離した軟骨細胞を 5-
10x104個/mlになるように調整し，IL1B 添加群，TNFα添加群，control群の 3群に
分け，α-MEM 5 ml，T25 フラスコ中で培養を開始した．培地中には 10 %ウシ胎仔血
清（Thermo Fisher Scientific Inc.，Massachusetts，USA），1 %ITS（Thermo Fisher 




置し，顕微鏡で細胞の定着を確認した後，IL1B（FUJIFILM Wako Pure Chemical 
Corporation，Osaka，Japan）10 ng/ml，TNFα（FUJIFILM Wako Pure Chemical 
Corporation，Osaka，Japan）10 ng/mlをそれぞ添加し，80 %コンフルエントになるま
で培養を継続した（図 2）．培地の洗浄，培養液の交換，炎症性サイトカインの添加
は 3 日ごとに行った．顕微鏡で 80 %コンフルエントになったことを確認後，PBS で
培地を洗浄，10 %トリプシンを添加し細胞を培地から剥離した．α-MEM を 20 ml加
え， 400 g，室温で 15分間の遠心操作を行い軟骨細胞のペレットを作成した．上澄
み液を吸引後，RNAprotect® Cell Regent（Qiagen, Crawley, UK）を 300 μl加え撹拌し
た．5000 gで 15 分間遠心し，再度ペレットを作成後，上澄み液を吸引した．Buffer 
RLTを 600 μl加え，以降 AllPrepTM DNA/RNA Mini Kit(Qiagen, Crawley, UK)のプロト







マイクロアレイにおける遺伝子発現値の比較は t 検定を用い，有意水準を 1 %と
した．Pathway解析は GeneCodis tools 上で統計処理し，有意水準を 5 %以下とした．
qRT-PCRは IBM® SPSS® statistics 21.0 software 上でMann-Whitney’s U testを行い，有







軟骨片破砕機を用いた軟骨 RNA品質の客観的評価について，代表症例の RIN 測
定結果を示す (図 3)． RIN ≥ 6.5を満たす検体 (非 OA群 8 例，OA群 12例) を対象
にマイクロアレイを行った．各群の手術時平均年齢は非 OA，OA でそれぞれ 80 歳，
64歳，男女比 (男：女) は 1:7，1:11，RIN の平均値は 7.3，7.4であった (表 2)． 
 
 
5.2. 2群比較 (非 OA対 OA) による遺伝子発現解析 
解析した 24,460 遺伝子のうち，非 OA群に対し OA群で有意に発現上昇を示した
遺伝子 (FC ≥ 2) が 888，低下した遺伝子 (FC ≤ 0.5) が 732存在した（図 4）．非 OA 8
検体と OA 12 検体の総当り比較 (計 96 通り) においては，80 %以上の対比で有意な
発現差を示した 352 の上昇遺伝子，159 の低下遺伝子をそれぞれ同定した．これらの
遺伝子のうち，発現比が 10 倍以上または 1/10 以下であった遺伝子はそれぞれ 31 遺
伝子 (FC ≥ 20)，5遺伝子 (FC ≤ 0.05) 存在した (表 3)．OA軟骨において最も著明な
発現上昇を示した遺伝子は COL1A2 であり (FC = 759.21，p = 0.00021)，最も低下して
いたのは apolipoprotein D (APOD) (FC = 0.018, p = 5.07E-06) と iodothyronine deiodinase 
type III (DIO3) (FC = 0.020, p = 0.0046)であった．転写因子の発現に関しては，18遺伝
子 (ARNTL2, DLX3, EGR2, FOXO1, GLI3, HEY2, JDP2, KLF2, MSX1, NR4A1, SIX3, TFDP1, 
TRPS1, ZNF304, ZNF544, ZNF746) に上昇がみられ（表 4），8遺伝子 (BCL6, ELF3, FLI1, 
HIF3A, NR1I3, NR3C2, PAX8, ZNF302) が低下していた．転写因子のうち，OA軟骨に
おいて最も発現が亢進ていたものは Krüppel-like factor 2 (KLF2) であった (FC = 11.12，






準を満たした 12 遺伝子 (ASPN，COL1A2，COL2A1，COL3A1，COL5A2，KLF2，MXRA5，
OGN，PCOLCE，SPARC，TGFBI，TNFAIP6) を選定した．これらの遺伝子は，qRT-PCR




Xu らは欧米人の股関節 OA 軟骨と健常軟骨における遺伝子発現の網羅的解析を
報告している 17)．この結果，OA軟骨において発現が上昇した 142遺伝子，低下した
209 遺伝子 (FC ≥ 2 and ≤ 0.5，p < 0.01) が同定された．本研究の日本人を対象とした
データと比較したところ，OA軟骨で共通して発現が上昇した遺伝子は 36，低下した
遺伝子は 56存在した．これは欧米人で有意な発現がみられた遺伝子の 25 % (142 遺伝
子中 36遺伝子)，27 % (209 遺伝子中 56遺伝子) にそれぞれ相当する (図 6)．本研究
で発現上昇がみられた 18 の転写因子のうち，17 遺伝子（ARNTL2, DLX3, DLX4，EGR2, 
FOXO1, GLI3, HEY2, JDP2, KLF2, MSX1, NR4A1, SIX3, TFDP1, TRPS1, ZNF304, ZNF544, 





















































れてきたものである 15-17,35,36)．一般的に，欧米人は一次性の股関節 OA が多いのに対
し，日本では臼蓋形成不全や発育性股関節脱臼を基盤にした二次性股関節 OAが多い
とされている 37-39)．OA 軟骨細胞の遺伝子発現パターンは，性別，関節の形態，X 線
20 
 












8検体と OA 12 検体間の 1 対 1発現比について総当り比較解析を行った 16)．この解析
は，遺伝子発現の平均値の影響を受けずに，より高い特異性を有する遺伝子を絞り込
むことを目的としており，解析の結果，発現が上昇した 352 遺伝子，低下した 159 遺
伝子が検出された．このマイクロアレイ解析の結果を検証・再現性を確認するため，
OA 軟骨細胞において発現が顕著に亢進していた遺伝子を qRT-PCR で定量したとこ









Xu らは欧米人の股関節非 OA と OA 軟骨の比較解析にて網羅的に遺伝子発現パ
ターンを調査している 17)．日本人を対象としたわれわれの発現遺伝子を比較すると，
両研究に共通して OA軟骨細胞での遺伝子発現が上昇している遺伝子は，欧米人の一
次性 OA で検出された遺伝子の 25 %にすぎなかった．転写因子に着目すると本研究
で発現亢進がみられた 18 転写因子のうち，17 の転写因子（ARNTL2, DLX3, DLX4，
EGR2, FOXO1, GLI3, HEY2, JDP2, KLF2, MSX1, NR4A1, SIX3, TFDP1, TRPS1, ZNF304, 
ZNF544, ZNF586, ZNF746）は，今回比較を行った欧米人の解析データでは上昇がみら




同一クラスター内に，これまでに OA との関連の報告のない 10 の転写因子が含まれ
ており，OA 関連遺伝子と類似した発現上昇パターンがあるものと考えた．一方，過












本人では，股関節 OA の約 80－90 %が寛骨臼形成不全や発育性股関節脱臼を基盤と
した二次性 OAであり，本研究でも OA症例はいずれも寛骨臼形成不全を有する二次
性の OA であることが原因として考えられる．二次性の OA であるため，OA の結果
として遺伝子発現変化を捉えている可能性がある一方，OA の結果としての遺伝子発
現変化をみているとすれば，一次性OAとより共通点が多いはずであるとも考えられ，






























の研究で OA に関連する転写因子とされている HIF2A，RUNX2，SOX9 の発現は本研
究での OA軟骨からは確認できなかった．遺伝子発現パターンは OAの病期に応じて
変動することが知られている 48)ことから，HIF2A，RUNX2，SOX9 は本研究で対象と
した末期 OAにおいては必ずしもその発現が亢進していない可能性がある．  
EGR2 は主に神経堤細胞で発現がみられ，後脳の発生に関与している 49-51)．また，
EGR2 は EGFR（Epidermal Growth Factor Receptor）のシグナルにより活性化し，骨前
駆細胞の増殖および骨形成を促進し，骨構造の維持に関与していると報告されている
52)．OA との関連については，EGR2 は初期 OA で発現が亢進しているとされており









NR4A1（Nuclear orphan receptor nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1）は
ミトコンドリア上のタンパク質と相互作用し，ミトコンドリアアポトーシス経路を活
性化することにより，細胞アポトーシスを制御する上で中心的な役割を果たすと報告








































ない研究である．今回の解析で，股関節 OA の原因となりうる 18 の転写因子遺伝子
を同定し，EGR2，NR4A1，DLX3 は，股関節 OAに関与しうる転写因子遺伝子である．
また，過去に OA関連遺伝子の候補として報告されている遺伝子と同一クラスター内
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A: 頚部骨折 (#NOF) 症例の大腿骨頭．肉眼的に変性のない非荷重部領域（白矢印）
の深層から非 OA軟骨を採取した． 

























図 2． 非 OA軟骨細胞の培養 
初期細胞数が 5-104 個/ml になるように軟骨細胞を培地中で濃度調整し T25 フラスコ
内で培養を開始(A: day 0)した．軟骨細胞は IL1B 添加群，TNFα添加群，control群の
3 群に分け，週 2 回培地交換と薬剤添加を行った．80%コンフルエントになるまで 2-

















A: day 0 
 





図 3．RIN 測定結果 
Total RNA分解度の指標 RNA Integrity Number (RIN)を示す．分解度に応じて 0～10
まで点数化 (10 点満点)．低分子量のシグナル増強がみられず，分解が進んでいない






に対し OAで上昇していた遺伝子は 888（赤領域），低下していた遺伝子は 732（青領
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図 5．qRT-PCR によるマイクロアレイ解析結果の検証 
マイクロアレイデータを基に選定した 12 遺伝子は，qRT-PCR においても OA 軟骨で
有意な発現上昇がみられた．ASPN (A), COL1A2 (B), COL2A1 (C), COL3A2 (D), COL5A1 
(E), KLF2 (F), MXRA5 (G), OGN (H), PCOLCE (I), SPARC (J), TGFBI (K), TNFAIP6 (L). (**: 




図 6．日本人と欧米人 OAの発現遺伝子比較 
日本人と欧米人の発現遺伝子数およびその関係性を示す．3 つの円の重複部は，両人
種の OA軟骨において有意な発現変化がみられた遺伝子数（上昇 36遺伝子，低下 56
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図 8．qRT-PCR によるマイクロアレイ解析結果の検証 
正常培養軟骨細胞に炎症性サイトカイン IL1B を添加し培養した群と，control群で，
IL1B，MMP13 については有意な発現上昇がみられた一方，ADAMTS-4，ADAMTS-5
の発現に差はみられなかった．また，TNFα添加群と，contol群では， 
IL1B，MMP13，ADAMTS-4，ADAMTS-5のいずれの発現にも差はみられなかった．
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